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論文内容要　旨
メチル水銀はヒトに重篤な中枢神経障害を引き起こすことが知られているが,その毒性発現機構およ
びそれに対する生体の防御機構は未だにほとんど解明されていない｡当研究室では,遺伝子スクリーニ
ングによりpyruvate合成に関わる数種の酵素がメチル水銀毒性の増強に関わることを明らかにし,さらに,
酵母およびヒト由来神経芽腫細胞において培地中-のpymvate添加によってメチル水銀毒性が著しく増
強されることを見出している｡そこで本研究では,メチル水銀毒性発現におけるpyruvateの役割を検討
した｡
酵母の細胞質で産生されたpyruvateはミトコンドリアの内膜に存在するtransporter (YilOO6W)を介し
てミトコンドリアマトリックスに取り込まれ,pymvatedehydrogenaseによりacetyl-CoAに変換された後に,
TCAcycleに入ってATP産生に関与する｡そこで,まず, pynlVateのミトコンドリア中-の取り込みお
よびミトコンドリア中での代謝とメチル水銀毒性との関係を検討した｡その結果, Ⅵ1006W欠損酵母は
メチル水銀に対して顕著な耐性を示し,野性型酵母で認められるpymvateによるメチル水銀毒性増強作
用を示さなかった｡また, TCAcycleを構成する各酵素をそれぞれ欠損させてもメチル水銀毒性にはほ
とんど影響が認められなかったが, pymvate dehy血ogenaseの活性を低下させた酵母は高いメチル水銀感
受性を示した｡このpymvate dehy血ogenaseの活性低下酵母では,野生型酵母に比べ, pymvate添加によ
るメチル水銀毒性増強作用がより顕著に認められた｡これらのことから,ミトコンドリア中に取り込ま
れたpymvateは, acety1-CoAに代謝されることなく,メチル水銀毒性の増強に関わると考えられるo
メチル水銀がミトコンドリア中のpymvateレベルを上昇させ,ミトコンドリア中に過剰に蓄積した
pyruvateが細胞毒性を引き起こしている可能性が考えられる｡そこで,メチル水銀が細胞内のpymvate
レベルに与える影響を検討したところ,メチル水銀処理によってミトコンドリア中のpymvateレベルは
上昇し,その上昇に伴い,細胞質中のpymvateレベルは減少した｡一方, YilO06W欠損酵母ではミトコ
ンドリア中のpymvateレベルのメチル水銀による変動は認められなかった｡以上の結果は,メチル水銀
がYi1006Wを介したミトコンドリア中-のpymvate取り込みを促進し,その結果生じるミトヲンドリア
中pyruvate濃度の上昇が細胞に障害を与えるという可能性を示唆している｡
次に,メチル水銀によるミトコンドリア中-のpyruvate取り込み促進機構におけるYilOO6Wの関わり
について検討した｡その結果,メチル水銀はYilOO6WのmRNAレベルおよび細胞内蛋白質レベルを共に
増加させることが判明し,さらに, YilOO6Wを高発現させた酵母がメチル水銀に対して高い感受性を示
すことが明らかとなった｡以上のことから,メチル水銀による細胞内のYilOO6Wレベルの増加がメチル
水銀毒性の増強に関与している可能性が考えられる｡
pyruvateによるメチル水銀毒性増強作用は酵母のみならず,ヒトの神経芽腫細胞(IMR-32細胞)にお
いても著しく認められた｡また, IMR-32細胞においても,メチル水銀はミトコンドリア中-のpymvate
取り込みを促進させることが確認された｡そこで, IMR-32細胞を用いて, pymvateによるメチル水銀毒
性増強作用とミトコンドリア機能との関係について検討した｡メチル水銀はミトコンドリアからの活性
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酸素種の産生を促進することが知られているため, pymvateによるメチル水銀毒性増強作用と活性酸素
種との関係について検討したところ,メチル水銀単独処理は細胞内活性酸素種レベルを上昇させ,その
レベルはpymvateの添加によってさらに上昇した｡また,抗酸化作用を示すN-アセチルシステインの
前処理によってメチル水銀毒性は著しく軽減され, pymvateによるメチル水銀毒性増強作用も顕著に抑
制された｡これらのことは, pyruvateによるメチル水銀毒性増強作用に活性酸素種が関与していること
を示唆している｡
ミトコンドリア中での活性酸素種の産生には主に電子伝達系complexlまたはComplex IIIが関与す
ることが知られている｡そこで, complex Iの阻害剤であるrotenoneまたはComplexIIIの阻害剤である
antimycinAでIMR-32細胞をそれぞれ処理したところ,共に,メチル水銀毒性が軽減され, pyruvateに
よるメチル水銀毒性増強の度合いも顕著に低下した｡以上のことから, pynlVateによるメチル水銀毒性
増強に電子伝達系のcomplexIまたはlIIが関与している可能性が考えられる｡ミトコンドリアの膜電
位もメチル水銀単独処理によって低下し, pymvateを添加することによってさらに顕著な低下を示した｡
これは, pymvateによるメチル水銀毒性増強作用にミトコンドリアの機能低下が関与していることを示
唆するものである｡
以上の結果から,メチル水銀によって増加したミトコンドリア中のpymvateが電子伝達系のcomplexI
またはComplexIIlに何らかの影響を与え,その結果として,活性酸素種の産生およびミトコンドリア膜
電位の低下が生じる可能性が考えられる｡これまでに,エネルギー代謝の中間産物であるpyruvateがメ
チル水銀のみならず薬毒物の毒性を増強させるとの報告はなく,本研究で得られた知見は毒性学的にも
興味深いものである｡今後,メチル水銀によってミトコンドリア中に過剰に取り込まれたpymvateがミ
トコンドリアの機能に与える影響を詳細に検討することによって,新しいメチル水銀毒性発現機構が明
らかになるものと期待される｡
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審査結果の要旨
メチル水銀はヒトに重篤な中枢神経障害を引き起こすことが知られているが,その毒性発現機構およ
びそれに対する生体の防御機構は未だにほとんど解明されていない｡本論文提出者が所属する研究室で
は,遺伝子スクリーニングによりpymvate合成に関わる数種の酵素がメチル水銀毒性の増強に関わるこ
とを明らかにし,さらに,酵母およびヒト由来神経芽腫細胞において培地中-のpyruvate添加によって
メチル水銀毒性が著しく増強されることを見出しているoそこで本研究では,メチル水銀毒性発現にお
けるpyruvateの役割を検討したo
酵母の細胞質で産生されたpyruvateはミトコンドリアの内膜に存在するtransporter (Yi1006W)を介し
てミトコンドリアマトリックスに取り込まれ, pymvatedehydrogenase (PDH)によりacety卜CoAに変換
された後に, TCAcycleに入って∬P産生に関与する0本研究ではまずYilO06Wとメチル水銀との関係
を検討し, YilOO6W欠損酵母がメチル水銀に対して顕著な耐性を示し,野性型酵母で認められるpymvate
添加によるメチル水銀毒性増強作用を示さないことを明らかにしたoまた･ TCAcycleを構成する各酵
素をそれぞれ欠損させてもメチル水銀毒性にはほとんど影響が認められないが, PDH活性を低下させた
酵母は高いメチル水銀感受性を示すことを見出したoこのPDH活性低下酵母では,野生型酵母に比べ,
pymvate添加によるメチル水銀毒性増強作用がより顕著に認められたことから･ミトコンドリア中に取
り込まれたpymvateは, acetyl-CoAに代謝されることなく,メチル水銀毒性の増強に関わることが示唆
された｡また,メチル水銀がYilOO6WのmRNAレベルを増加させることによってミトコンドリア中-の
pyruvate取り込みを促進し･その結果生じるミトコンドリア中pymvate濃度の上昇が細胞に障害を与え
ることも示唆された｡ pyruvateによるメチル水銀毒性増強作用はヒトの神経芽腫細胞(IMR-32細胞)に
ぉいても認められた｡ IMR-32細胞をメチル水銀処理するとミトコンドリア中のpymvateレベル上昇し,
それが電子伝達系のcomplex IまたはComplex IIIに何らかの影響を与えることによって活性酸素種の産
生およびミトコンドリア膜電位の低下が生じることも明らかにしたo
これまでに,エネルギー代謝の中間産物であるpymvateがメチル水銀のみならず薬毒物の毒性を増強
させるとの報告はなく,本研究で得られた知見は毒性学的に極めて価値の高いものであるoよって,本
論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める｡
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